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Baachreibung 

Die Erfindung belrifft ein Varlahran zur Gewinnung transform iartsr Zellan aus dam Blutstrom eines menschlichen 
oderllerlschen Indtvlduums, eln Verlahren zur Kurtivlerung der so gewonnenen Zellen und die Herstellung von gegen 

s diese Zellen gerichteten monoklonalan Antikorpern. 

Ober die Bedeutung von Im Blulstrom zlrkullerenden Iranslormlerten Zellen lOr die Ausblldung von Metastasen 
berichtet A.J. Salsbury In "Significance at Clrculallng Cancer Cells", William Heinemann Medical Books, New Aspects 
of Breast Cancer, Bd. 3, S. 245ff, 1977, daS diese im Blutstrom zirkulierenden Krebszellen in einem Zeitraum bis zu 
5 - 6 Stunden nach Ihrer Frelsetzung - z.B. durch bestJmmte operative und therapeutlsche MaBnahmen - noch kelne 

10 Metastasen ausbilden konnen. Das Vortiandensein groBer Mengen an Krebszellen allsin genugt noch nicht fur das 
Auftreten von Metastasen, die Krebszellen mOBten zuerst den vaskularen Berelch vertassen. Dennoch wlrd die ver- 
wandung von Mitleln vorgeschlagen, die einerssits die Ausbildung von Thromben als Ausgangspunkte fOr die Meta- 
stasanbildung aus dam Blutstrom verhindarn und anderarseits diB malignen Zellen abtoten sollen. 

Neuere Erkenntnlsse (P.M. Qullho, Dev. Oncol., 49, 251-271 (1986)) legen jedoch nahe, daB zlrkullerende Tu- 

> s morzellenindenmeisten Fallen, bereits tangebevorderPrimartumorklinischnachgewiesen warden kann, imBlulslrom 
auftreten. Auch wenn nlchrt alle dleser transformlerten Zellen zur Auslosung von Metastasen In der Lage slnd, 1st es 
erforderlich, die Ausbreitung von zirkulierenden Tumorzallen und damit das Melaslasenwachslum sofrflh wie moglich 
zu bekampfen. Dar Grund, warum blslang noch kelne elndeutige Korrelatlon zwlschen der Anzahl transformlerter Zellen 
Im peripheren Blut und der Auslosung der Metaslasenblldung aufgeslellt werden konnte, liegt zu efnem groBen Tell In 

?o ier Schwierigkeit des Nachweises der Iransf ormierten Zellen im Blutstrom. 

Ferner 1st bekanrrt, daB schon bel ublichen Dlagnoseverfahren, wte Abtasten des sollden Tumors, und Insbeson- 
dere bei bioptischen und operativen Eingriffen die Freisetzung transformiartarTumorzellen deutlich erhoht wird, was 
zu elner verstarkten Metaslasenblldung fOhren kann. 

Das MBlastasierungs-Vertialten von soliden Tumoren in das Lymph- und/oder Kreislauf-System hinein isl bisher 

'■5 in vivo nur in eroflneten BlulgefaBen bBi Operationen studied worden. Zirkulierende Tumorzallen in diagnostisch oder 
gar therapeutlsch verwertbarem Umfang wurden dabel nlcht gewonnen. Das Metastaslerungs-Verhalten von soliden 
Tumoren in dan Kreislauf lieB sich daher nur in Tierversuchen oder beim Menschen nur postmortal durch den Patho- 
logen untersuchen. 

Man kennt eine Reihe von Verfahren, transformiertB Zellen aus dem Blut zu gewinnen: chemische oder enzyme- 
's tische Lyse von nlcht-transformlerten Zellen, beschleunlgte Sedimentation roter Blutzellen, Fbtatlons-, Zentrlfugalions- 
und magnelische Trennverfahren usw. (alehe Obersicht bel J. AFIemlng und J.W.Stewart, Journal of Clinical Pathology, 
20, 145-151 (1967), und J.T.West und R.Hume, Progress in Clinical Pathology, Bd.3, Kap.11, 362-382 (1970)). Die 
bekannten Methoden fuhren melst nur zu geringen Ausbeuten und zelgen auch Insbesondere den Mangel, daB man 
nicht feststellen konnte, ob Bine transformierte Zelle aus dem periphBren Kreislauf zum Zeitpunkt ihrer Gewinnung 
<s vital war oder nlcht. Trotzdem wlrd bis heute aul diese Methoden immer noch zurflckgegrlffen. 

Aus EP-A- 0 443 599 ist bereits die Vewandung von karzizogenen Zellinien zur Herstellung monoklonalBr Antikor- 
per bekannt. 

Transformierte Zellen lassen sich demnach mlt elner Dichtegradlerrten-Zerrtrrlugatlon, wie sle z.B. Obllcherweise 
zur Isolierung von Lymphozyten in einem Ficoll-, Silikon-oder Albumingradienten eingesetzl wird, gewinnen. Hieriur 

<o slnd jedoch groBe Blutmengen erforderlich, was 10r den Patienten sehr belastend Ist. Ferner Ist auch trotz eines hohen 
apparativen Aufwands die Ausbeute aufgrund der geringen Anzahl transfomnierter Zellen, die zudam durch das kon- 
ventlonelle Zentrlfugatlonsverfahren lelcht beschadigt und verunrelnlgt werden, auBerst nledrig. Daher ist eln Dlchte- 
gradlenten-Zentrifugatlonsverlahren routinemaBIg zur Gewinnung gr6Berer Mengen von Iransformlerten Zellen nlcht 
einsatzbar. Eine RuckfOhrung der Qbrigen Bluibestandleila, wie Plasma und rote Blutkorperchen, an den Patienten ist 

« aulgrund der Verunrelnlgungen durch Gradlentenmaterlal praktlsch nlcht durchfuhrbar. FOr eine klinlsche Anwendung 
am Patienten sind die Zentrifugarjonsverfahren nicht geeignet. 

Es exlstlert somlt blslang keln elrrlach durchzuluhrendes und reproduzlerbares Verfahren, das e9 erlaubt, auf nlcht 
chirurgische Weise eventuell im peripheren Kreislauf zirkulierende transformierte metastasierta Zellen zu erkennen, 
zu gewinnen, diese auBerhalb des Korpers zu kultrvieren und fur Untersuchungen und andere Anwendungen waiter 

•o elnzusetzen. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur VarfQgung zu stellen, mit dem es auf einfacha 
und ungetahrllche Welse in kurzer Zelt moglich 1st, aus einem menschllchen oder tlerlschen Indlvlduum Im Blutstrom 
zirkulierende transformierte Zellen eines Primartumors zu gewinnen. 

Damit verbunden Ist die Aufgabe, die so gewonnenen Zellen In Kultur zu vermehren und gegen Antlgene aul Ihrer 
•s Oberflache gerfchtete Arrtikdrper herzustellen, die dann fOr diagnostlsche Zwecke elngesetzt werden kdnnen. 

Die Erfindung beruht aul der Erkenntnis, daB bei der Auftrennung von Vollblut in ainerhierzu geeigneten Apherese- 
Vorrlchtung vttale translormlerte Zellen In elner Fraktlon angerelchert werden, die gegeberrlalls noch Leukozyten und/ 
oder Lymphozyten enthalL 
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Die Aufgabe wird 6omit gelost durch ain Verfahren zur Isoliarung und Kullivierung von im Blutslrom aines Indivi- 
duum8 zirkullerenden transformierten Zellen eines Primartumors, indem man dem Blut mil elner zur Auftrennung in 
die Blutbestandteile geeignelen Apheresa-Vorrichtung eine mit dan tranBformiertan Zellen angereicherta Fraktion, die 
ggff. noch Leukozyten und/oder Lymphozyten enthalt, enlnlmmt und die Iranslormierten Zellen vermehrt, unter der 
£ Voraussstzung, daB es sich bai dsm Varfahren gemaR der Erfintiung nichi um ein iherapaulisches Varfahren handeii. 
Zur Herstellung der indlvlduumspezlflschen, gegen Tumorantigene gerlchteten Antikorper bringl man die kultivler- 
ten transformierten Zellen mil B-Lymphozyten In Kontakt, um die Produktlon von gegen Tumorantigene auf den trans- 
formierten Zallan garichteten Antikorpern zu stimulieran, immortalisiert, vermehrt und selektiert die stimulierten B- 
Lymphozyten und isoliert und reinigt die Antikorper aus der Immortalisierten B-Lymphozytenkultur. Die so gewonnenen 
10 Antikorper konnen polyklonal odar bevorzugt monoklonal sain, wobai man die B-Lymphozyten aus demselben 
Individuum , aus dem auch die transformierten Zellen Isoliert wurden, gewinnt. 

Der Organismus ware prinzipiell in der Lage, die Antikorper, mit seinem Immunsyslsm selbst herzustellen. Die 
Zahl der im Blutstrom zirkulierendan tran6formiarten Zallan, und damit die Zahl der entsprechenden Antigens, ist jedoch 
gerade im furdie Diagnostik wichtigen FrQhstadium Im allgemelnen vlel zu gering, um eine ausrelchende Immunantwort 
is auslosen zu konnen. Das erfindungsgamaBa Verfahren erlaubt dagegan die Bereitslellung einar grofJen Mange an 
tumorspezfflschen Antigenen in Form elner Kultur der transformierten Zellen, die sich belieblg venmehren laBt. 

Zur Auftrennung des Blutes in seine Beslandteile verwandet man eine hiarzu gaeignete Vbrrichtung, wie sie bai 
den sogenannten Apherese-Verfahren eingesetzt wlrd. Im Gegensatz zu den ublichen Auftrennverfahren, wo eine 
groBere Menge Vollblut dem Pallenten entnommen und mit einer Zentrifuge in Fraktionen aufgetrennt wlrd, Ist beim 
AphereBe-Verfahren die Aultrennvorrichtung Ober Leitungen dirskt mi! dem Blutslrom des Patientan varbundan. Auf 
dlese Weisewirdes moglich, das dem Patienten entnommene Blutaufzutrennen, die gewunschte Fraktbn abzutrennen 
und die Obrigen Blutbestandteile dam Patientan sofort wieder zuruckzugeben. Apharase-Varfahran erlauban somit die 
quasikontinuierliche Entnahme von bestlmmten Blutfraktionen In hohen Mengen, ohne den Patienten zu belasten. So 
sprichl man bai der apheretischan Sammlung von Blutplasma von "Plasmapherese", bei der Sammlung von Leuko- 
25 zytan von "Leukapherese" usw. (US-Patent 5 112 298, US-Patent 5 147 290). 

Blsher war man der Annahme, daB die an sich bekannten Apherese-Verlahren nur 1ur die Auftrennung von im 
Kreislauf ohnehin standig paripher zirkulierendan waiflen Blutkorparchan und anderan, in relaliv groBan Mangen vor- 
handenen Blutbestandteilen geeignet selen. Die Erfinder haben nun Oberraschenderweise festgesteltt, daB sich auch 
dia abgesiedeltan transformierten Zellen eines Primartumors in einar bestimmten Zellfraktion anraichem. 
so Die Auftrennung der Blutbestandteile erlolgt vortellhaft in einer Zentrifuge mit einem rotierenden Behalter, wie sie 

ubllcherweise auch zur apheretischen Lymphozytenseparation vom Blutplasma, von den Erythrozyten und anderen 
Blutbestandteilen ohne chamischen Die hi eg radiant en und anschlieBander Anraicharung varwendel wird (z.B. Haemo- 
netics V50-1 (sogenannte "Latham-Bowl"'), hergestellt von Haemonetics. Inc., USA): Die Zentrifuge selbst hat ein Fas- 
eungsvarmogen von ca. 100 bis 200 ml Blut. 
35 Solche Zerrtrrfugen wurden bislang insbesondere in einem Verfahren zur Verminderung der Lymphozylenpopula- 

1ion bei Patienten mi! Lymphozytenleukamie in Kombination mit einem extrakorporalen Bastrahlungsverfahren einge- 
BBtzt (EP-A 30358). Hiarzu wird dem Patienten Blut entnommen und dieses in Gegenwart einar lichtreaktivan chami- 
schen Verbindung, wie z.B. einem Psoralenderivat, das zuvor oral verabrelcht nach der Entnahme dem Blul zugegeben 
wurda, mil UV-Licht bestrahlt. Das Psoralen interkalierl dar DNA der Zellen und vermag nach Lichtaktiviarung mit der 
DNA zu reagieren und dabei Onkogene auszuschalten. AnschlleBend fuhrt man das bestrahfte Blut dem Patienten 
wieder zu. 

Das erfindungsgerriaBe Verfshren efrnoyiichl, nur die Fraktion mii den darin angereicherteniransfermierten Zeiien 
und den ggf. noch enthaltenen Leukozyten und/oder Lymphozyten schonend aus dem Blut abzutrennen, die Obrigen 
Blutbestandteile warden dam Patienten wieder zurflckgegeben. Bevorzugt gaschiecht dies kontinuierlich in einem Ar- 
45 beltsgang. Auf diese Welse wird die Belastung des Patienten so gering wie moglich gehalten, anderersefts gelingt es, 
in kurzerZeil ausreichende Mengen an transformierten Krebszallan isolieren, die dann entsprachend waiterverarbeitet 
werden konnen. 

Vor dar Blulzufuhrung wird die Zentrifuge mit einer pharmazautisch annehmbaren isotonischen Losung get ullt, dia 
mil einem gerinnungshemmenden Mittel, z.B. Heparin, versetzt isl, ublicharweise reichen hierfur 1000 bis 2000 Ein- 
so helten aus. Fur die Separation von transformierten Zellen aus dem Blutslrom konnen Ober elnen geelgneten, am Zen- 
trrfugenausgang angebrachten Bypass-Mechanism us beliebig viela weiBe Blutkorperchen mit darunter vermischtan 
transformierten Zellen entnommen wurden, wobei der Fachmann ohne weileres in der Lage ist. die Leukozytenf rakllon 
zu identifizieren: 

Bel Erscheinen einer welBen Bande, die stch deutlich von den roten Erythrozyten abhebt, wird der Bypass derZentri- 
5$ f uge geoflnet und ca 40 ml der welBen Blutkorperchen bei elner Zenlrifuge mit einem Fassungsvermogen von 120 ml 
entnommen. Die roten Blulkorpanchen, das Plasma und die anderen Blutbestandteile werden dem Korper wieder zu- 
ruckgegeben. 

Die mit den transformierten Zellen angeraicharte Fraktion, die ggf. noch Leukozyten und/oder Lymphozyten enthalt 
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(im folgsndan kurz 'Zellfraktion' genannt), wird in eine Kulturlosung QberiOhrt. Zur Kultur der transformierten Zellen 
kann Jedes Baslszellkurturmedlum elngesetzt werden, welches eine Kohlenslofl- und Sdckstoflquelle sowie wetlere 
notwendigB anorganischa und organischa Bastandteila, wie Vitamins, Aminosauren und Spurenelemente enthalt. Ba- 
vorzugl slndhandelsublicheMedlen.wiez.B. RPM1 1640-Medlum, ggf. mlt elnem Supplement wie fatalem Kalbsrserum 
5 erganzt. Die Kulturbedingungan WBidan nach dan Herstellerangaben eingestellt, Oblicherweise women Standardbe- 
dingungen von 5 % C0 2 , 37°C und 95 % Luttteuchtlgkert verwendet. 

Bel Welnem Primartumor, der moglicherwelse selbst noch gar nlchl dlagnosttzlert oder lokallsiert wurde Oder slch 
noch im Stadium vor dsr Metastasenbirdung befindat, zirkulieren nurauBarst garinge Mengan an translormierten Zellen 
im Blut. Die Zugabe von macrophagen-rnhlblerendem Peptid zur Zellfraktion verhlndert, daO In der Zelttraktlon die 
to wenigan transformierten Zallan geganuber dam groftan UbarschuB an Lymphozyten durch Macrophagen zerstort war- 
den. Zusatzllch hemrnl der Zusatz von B- und T-zellenspezftischen Antlkorpem (CD-8-, CD-25-, InterleuWn- und Inter- 
teronspazifische Antikorper) die Vermehrung der Lymphozyten, die schlieBlich absteraen. Uber bekannta Zellsorting- 
Verfahran konnen altamativ die Leukozylen, Lymphozyten und andere slorende Zellen aus der ZelHraktion abgetrennl 
wenden. Die Ansatze werden auf Microtiterplatlen vertellt, und schon nach ca. vler Tagen sind die Klone der transfor- 
ms miarten Zellen gut sichtbar. Die transformiarten Zellan lassen sich aufgrund ihrar Morphologie eindeutig von eventuell 
noch vorhandenen Lymphozyten unterschelden und ahneln sehr stark den Prlmarlumorzellen. Nach ca elner Woche 
Btehen bareits ganug Iransformierte Zellen fur die anschlieBends Immunisieaing zur VerlQgung. FOr eine Verwendung 
zu elnem spateren Zeltpunkt konnen die Klone auch elngefroren werden. 

Die Krebszellen kdnnen dem Korperin modi'Rzierter nlchl-palhogener Form als Immunogen wlederzugeluhrt wer- 
20 Jan. Hierfur konnen z. B. isolierte Membranfraklionen, die noch die Tumorantigane tragan, verwendet werden. Hiarzu 
wird mit dlesen Antlgenen eln anderer Fremdorganismus, z.B. Maus, Kanlnchen Oder Zlege, Oder auch dersefbe Or- 
ganismus, aus dem man die Antigens gewonnen hat, immunisiert. Die nach Qblichen Methoden hergestellten potyklo- 
nalen oder monoklonalen Antikorper konnen zur Diagnostik oder Theraple verwendet werden. 

GemaB der Erfindung werden die kultivierten Krebszellen dazu benutzt, aus demselben Organismus isolierte B- 
2£ Lymphozyten zu stimulieren. \forteilhaft bedient man sich hierbei der soqenannten vitro -lmmunisierung. d.h. die B- 
Lymphozyten werden auBerhalb des Korpers mil den translormierten Zellen In elnem geelgneten Medium in Kontakt 
gebracht. Aue den so stimulierten B-Lymphozyten stelltman Hybridorna-ZellklonB her, die zur permanenten SBkretion 
von Antlkorpem tn der Lage sind. Neben der Hybridoma-Technik 1st auch die Immortallslerung der B-Lymphozyten mit 
Epstein-Barr-Viren moglich. Die Erfindung bildet somit das korpareigene Immunsystem in technisch kontrollierbarer 
30 Welse nach. 

In elner Ausfuhrungsform der Erfindung werden die in Kultur vermehrten malignen Zellen zu elnem gegebenen 
Zeitpunkt, jedoch vorzugsweise moglichst friih nach der Entnahme, d.h. nach ca. 8 bis 10 Tagen, mit korpereigenen 
B-Lymphozyten des Patienten in Kontakt gebracht. Nachdem fur die Isolierung der B-Lymphozyten nur ertwa 50 ml 
Blut notwendig sind, konnen sie auch durch Zentrifugation von vbllblut in einem Dichtegradienten, z.B. einem Ficoll- 
35 gradlenten, Isoliert werden. Die Entnahme der B-Lymphozyten erfolgt jedoch vortellhaft mit der erftndungsgemaB ver- 
wendeten Auftrennvorrichtung als Lymphozyten-Apheresa. Besonders bevorzugt warden die Verfahrenschritte, d.h. 
die Anlegung der KrebszelienkuHur und die Isolierung der B-Lymphozytan, so aufeinander abgestimmt, dafl eine jn 
vtlro -lmmunlslerung zu elnem mdglichst IrOhen Zeitpunkt nach derZellentnahme, d.h. nach ca 8 bis 10 Tagen, ertolgen 
kann. 

«> Fur die In vltro-lmmunlslerung kann die gesamrte ZelHraktion verwendet wenden (T- und B-Lymphozyten), da nur 

die Btimuliertan B-Lymphozyten die Antikorper sazemieren, wobei die Zellfraktion und die transformierten Zellen in 
einem verhaltnls, bezogen auf die Anzahl der Zellen, bevorzugt von 100:1 bis 1:1 und besonders bevorzugt Im Ver- 
haltnis von ca 10:1 elngesetzt werden. Durch Zugabe von Interieukinen wie IL-2, IL-4, IL-5, IL-6 und gamma-lnterferon 
wird die Stimuliarung der antikorperbildenden Zellen begunstigt. Die Konzentration dieser Hilfsstofla im Immunisie- 

*s rungsansatz betragt Jewells 0.1 bis 10 mM, bevorzugt ca. 1 mM. 

Zur unbagrenzten vermehrung muss en die stimulierten B-Lymphozyten immortalisiert werden. Dies kann bevor- 
zugt durch Transformation der B-Lymphozyten mit Epstein-Barr-Vlren, analog dem Verfahren wie in der deutschen 
Patentschrift DE 39 28 769 C2 beschrieben, geschahen. Besonders bevorzugt zur Produklion groBar Antikorparman- 
gen ist die Heretellung einer Hybridomakultur. FOr die Fusion mit den B-Lymphozyten werdBn je nach Spenderorga- 

'0 nismus spezlenspezlfische Myelomazellen verwendet. Belm Menschen hat sich die Myelomazelllnle U-266 lOr dlesen 
Zweck besonders bewahrt. Die B-Lymphozyten werden mit dan Myelomazellen in dem optimalen Verhaltnis von 1:1 
verelnigt. Zur Untersttrtzung der ZellfU3lon konnen Hllfsstoffe wie Polyethylenglycol zugesetzt werden. AnschlieBend 
wird der Ansatz zur Seleklion auf HybridomakJone auf Microtileralatten ausgesal und der KulturilbBrstand nach Anti- 
korpern getestet Die Kulturbedtngungen sind wie lOr Hybrldomakulturen Obllch. 

» Durch Epttop-Screenlng werden HybridomakJone selektlert, die verschiedene antigene Determlnanten auf der 

Oberflache dar transformierten Zell erkennen, und die Spezifitat der Antikorper verifiziert. Die aut diese Weise ertiat- 
tenen Hybrldomazelllnlen konnen zur Gewlnnung von Antlkdrpern wetter vermehrt und/oder fOreine spatere Verwen- 
dung eingefroren werden. 
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Die Antikorper warden nach konventionallan Verfahren aus dem Kultumbarsland isoliert und mit Oblichen Protein- 
reinigungs-Methoden, wie Ammonlumsullatlallung, Gelchromatographie, lonenaustausch-Chromatographte, Atfln ftal- 
schromatographie und/odar FPLC und elektrophorstischen Varfahren moglichst bis zur Homogenitat gareinigt. 

Die extrakorporalejnyltra-lmmunlsierung erlolgl ohne Pa9sagen in Fremdorganlsmen und lielert gro3e Mengen 
$ an Antikorpern, die fur den 6peziellen Tumor aus dem Spenderindividuum spezifisch und somii zur Verwendung fflr 
seine Diagnose und seine Bekampfung in diesem speziellen Individuum optimal geeignet slnd. Andererseits stammen 
die Anlikorper aus B-Lymphozyten, die ebenlalls demselben Individuum entnommen wurden. Diese Anlikorper sind 
dahar, obgleich auBerhalb das Korpers hergestellt, "korpereigene" Proteine, die nach Appliziarung im Organismus 
keine gegen sie gerichtele Immunantwort auslosen, was sonst zu ihrem raschen Abbau und damlt zu einer verrlngerten 
io Iharapeutischan Wirksamkeit fOhren konnle. 

Die nach dem erfindungsgemaOen Vertahren hergestelften Antikorper umlassen alle Subklassen wie IgG, IgM und 
IgE, bevorzugt sind Antikorper vom IgG-Typ. Die Antikorpar konnen femar chemisch odar enzymatisch modifiziart 
warden, solanga ihre physiologische Aklivrtat, d.h. Erkennung und Bindung an die krebszellen-spezifischa antigana 
Determinante, erhalten bleibt. 

is An die Antikorper konnen nach dem konventionallan Glutaraldahyd-Varfahren Immuntoxine, wie z.B. Ricin odar 

DIpMherie-Toxin gekoppel! werden. Ferner konnen die Antikorper mit radioaktiven Substanzen, z.B. 125 J oder Mark- 
eranzymen fur einan RIA odar ELISA markiert warden. 

In einer bevorzugten AuslOhrungstorm werden die Anlikorper ohne weilere Modifikationen zur Herstellung elnes 
Arzneimittels verwendet, wobel In einer pharmazeutischen Zusammensetzung eine Oder mehrere monoklonale Antl- 
korperarten, die jeweils gagan ein bestimmtes Epitop gerichtet sind, enthallen sain konnen. 

Nach Verabreichung an einen Patienten sind sie In der Lage, an abgesiedelte Tumorzellen zu blnden und auf 
diese Weise Macrophagen oder korpereigane Killarzellen anzulocken, die dann ihrerseits die Krebszellen zersloren. 

Die Anlikorper werden in einer pharmazeutisch annehmbaren Formulierung zusammen mil hierfur Oblichen Tra- 
gern, Verdunnern, Stabilisatoren und gegebenanlalls weiteran Hilfstoffen dam Patienten verabreicht. Das ArzneimittBl 
2B kann in jeder gaeigneten Formulierung, bevorzugt in Form einer intravenosen, intramuskular oder subkutan injizier- 
baren Ldsung vorliegen. Besonders bevorzugt werden die Anlikorper nach ihrer Gewinnung lyophilisiert und in einer 
Einheitsdosis in Ampullen gefulit und versiegelt. Kurz vor der Verwendung werden Antikorper mil einer ffirdie Injektion 
geelgneten Tragerlosung gelost oder suspendiert Die Tragerlosung, ublicherweise eine sterile, geputferte waBrige 
Losung, kann in einer eigenan Ampulla zusammen mil den lyophilisiertan Antikorpern in einer Arzneimirtelpackung 
so beigegeben sein. Der behandelnde Arzt wird hierbei je nach After und Zustand des Patienten, nach Art des Tumors 
und Schwere der Erkrankung eine geeignete Dosierung und Verabreichungsform wahlen. 

Fur die Herstellung aines Arzeimittels zur Tumorbehandlung kann auch bevorzugt die Eigenschaft eines Antikor- 
persausgenutzt werden, hochspezifisch sein enlsprechendes Antigen zuerkennen unddaran zubinden. Ein Wirkstoff, 
der mit dem Antikorper in geeigneler Weise, d.h. nichl Qberd8n fOrdie Antigenerkennung wichtigan Bareich, kovalen! 
35 verbunden ist, laBt sich somlt via Anlikorper als Transportvehlkel direkt an den gewunschten Wirkort transportleren, 
urn nurdort und nicht unspezifisch im Organismus verteiH seine Wirkung zu entfalten. Durch Ankoppelung von Im- 
muntoxinen, z.B. Ricin, oder Radiotherapautika an disse Antikorpar nach an sich bekannten Veriahren konnan somit 
die Tumorzellen zerstort werden. 

Durch Verabreichung dieser modifizierten und/oder nichtmodifizierten Anlikorper konnen Tumorzellen erfaSt und 
zerstort werden, die am Endothel angeheftet waren. Ferner erlaubl dieses Verfahren auch die Zerslorung evenluell 
nichl operablersoliderTumoranleile oder des gesamten soliden Tumors, wie auch bereits gebildeter Matastasen. Nach 
operativen Eingritten konnen Antikorpergaben Ober einen entsprechenden Zeitraum vorbeugend gegeben werden, urn 
die Neuansiedlung zlrkullerender translormierter Zellen bzw. die Entstehung von Metastasen zu verhindern. Eine Ver- 
abreichung kann auch zuBammen mit anderen Oblichen Arzeimitteln zur Tumorbehandlung wie Cytostatika odar ahn- 
45 lichen und begleitenden therapeutischen Maflnahmen, Betrahlungen U3W. erfolgen. 

FurdiagnoslischeZwecke konnen diese Antikorper an radioaklive oder nicht-radioaktive Marker gekoppelt werden 
undjn yjvo undjn vjtroder Suche und Markierung von Tumorzellen dlenen. Die hohe Selektlvltat und Bindungsatflnitital 
dar Antikorper erlaubt aul einfache Waise die Anzahl transiormierter Zellen im Blutstom eines Patienten in einem in 
vitro -Teslsystem quantitativ und qualitativ zu bestimmen. Dank der Empfindlichkert eines solchen Tests, mit dem In 
50 einer Probe bereits wenige transformierte Zellen nachgewiesen werden konnen, mufi dem Patienten nur wenig Blut 
entnommen werden, und durch dieslandige Verfugbarkait der Antikorper kann der Test regelmaftig Ober einen langeren 
Zeitraum zur Diagnose durchgefuhrt werden. 

Es ist ein wesentliches Kennzeichen der Erfindung, da3 die nach diBsem Verfahren gewonnenen Produkte, wie 
z.B. die Kultur dertransformlerten Zellen, die Hybridomakultur und die Antikorper, hochspezifisch fur den betreffenden 
55 Organismus sind. Dies bedeutet fur die Anlikorper, da3 sie sich Insbesondere hinslchtllch Ihrer nichtanligenerkennen- 
den Beraiche von solchen aus einem anderen Organismus, z.B aus einem anderen Patienten mit derselben Tumor- 
erkrankung, mehr oder weniger stark in ihrer Struktur unterscheiden. Andererseits slnd die Antikorper fur das jeweillge 
Individuum praktisch endogen und werden vom Immunsystem nicht als "fremd" erkannt. Das erfindungsgamaBe Ver- 
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fahren ermoglicht, innsrhalb eines relaliv kurzen Zeitraums und mit vertretbarem Aufwand, 1flr einen bestimrnten Pa- 
llenlen, z.B. durch die Verwendung der tndivlduumspezfflschen Antikorper, eln spezlell fur Ihn zugeschnfttenes Arz- 
neimrttel odBr Diagnoslikum herzustellen, das sich neben seiner Bpezifiechen Wirksamkeit auch durch einB hohe Vs-r- 
tragllchkelt auszelchnet. 

Dies bedeutet jadoch andersrseits nicht, dafl die Verwendung von Antikorpern, die aus und liir ein bestimmtes 
Individuum hergestellt wurden, lOr andere Individuen, Insbesondere solchen aus der glelchen Spezies, prtnztell au9- 
geschlossen ware. Es 1st bekanrrt, daB humane Arrtlkorper bel der Anwendung am Menschen vertragltaher sind al9 
Chimaren odarlieriBche Antikorper. Warden die Antikorper zur in vitro -Diagnose eingesetzt. sp'telt die Vertraglichkert 
sowleso keine Rolle. Man wind daher bei einem Patlenten, bel dem der Verdachl auf eine bestlmmte Tumorerkrankung 
besteht odar eine solche baraits diagnostiziBrt wurde, zunachsl versuchsweise berate aus einem anderen Patienten 
gewonnene Antikorper elnsetzen. Sprechen dlese In gewunscrrter Weise an und werden sie gut vsrtragen, 1st es nlcht 
mahr notwendig, fur diesen Patienten ebenfalls, wie oben baschriaben, eigena Antikorper herzustallen. 

Komrnt es trolzdem zu Unvertaglichkeitsreaktionen und kennl man die Art des Primartumor, wird es in vielen Fallen 
genugen, mlt Kulturen Iranslormlerter Zellen vom selben Krebslypus, die bereit6 aus anderen Individuen nach dem 
erfindungsgemaBen Verfahren isoliart und varmehrt wurden, korpereigene B-Lymphozyten des Patienten zu stimulie- 
ren. 

Die hieraus hergeslellten Antikorper sind, da "korpereigen", hoch vertraglich. Erst wenn sia keine ausreichende 
Spezifftal fur den Indivlduellen Krebs des Patienten zeigen sollten, 1st es notlg. das komplette Isollerungs-, KultMe- 
rungs- und Immunisierungsverfahren gemaB vorliegender Erflndung durchzirfOhren. 

Die vorliegende Erfindung stellt somit sin abgestuftas und individuell anpaBbarss vsrfahren zur Hsrslellung eines 
ivilttels zur Verfugung, das zur Diagnose elner besllmmten Krebserkrankung bel einer Vtelzahl von Individuen elner 
bestimmten Saugerspezies eingesetzt werden kann. 

In elner bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens werden verschiedene Hybrldomazel- 
linien von einem oder mehreren Patienten mit demselben Tumor etabliert und nach solchen monoktonalen Antikorpern 
selektiert, die Bpezifische antigene Daterminanten auf den Krebszellen unterscheiden. Auf diese Weise laBt sich auch 
leststellen, ob auf transformierten Zellen, welche aus verschledenen ParJerrten mit der glelchen Tumorerkrankung 
isoliart wurden, identische Determinanten vorkommen. Diese Antikorper konnen dann zur Diagnose und evented auch 
zur Theraple bel anderen Patienten verwendet werden, ohne daB bel Ihnen zuerst eine Immunlslerung mit korperel- 
genan B-Lymphozyten durchgefOhrt werden muB. 

Die Antikorper konnen In modiflzlerter und nichtmodifizlerter Form nach Oblichen Methoden, wie oben beschrleben, 
In pharmazeulische Zusammensetzungen formullert werden. 

Die einfache, schnelle und kostengunstige Durchfuhrbarkert des varfahrens erlaubt seinen Einsatz auch bei dar 
Krebsvorsoge oder Fruherkennung, ohne daB eln Tumor berelts dlagnostlzlert wurde. Umsomehr ist es auch geelgnet, 
bei Krebsverdachl im Ftoutinebetrieb auf das Vorhandensein von transformierten Zellen hin zu untersuchen oder bei 
Vorhandenseln eines rontgenofoglsch erkennbaren sollden Organtumors festzustellen, ob der Tumor berelts mallgne 
Zellen in dan Kreislauf gestreut hat oder nicht. Famer kann bei zweifelhaftem Befund (maligns oder nicht-maligne 
Zellen) auf das Vorhandensein peripher zirkuliarender transformierter Zellen hin untersucht werden. Fur diesen Zweck 
werden die Antlkdrper bzw. Ihre hteriOr spezlell geelgneten Derlvale In einem Dlagnose-KIt, vorzugswelse TOr elnen 
EUSA, bereitgsstelH. 

Da9 vorstehende Verfahren 1st nlcht nur im humanmedizlnischen Berelch am Menschen, sondern auch an Saugern 
^flgemein in der TiBrmedizin und in verwandten wissenschaftlichen Disziplinen anwendbar. Die beiBpielhatte Bezug- 
nahme auf einen menschllchen Patienten als Venreter f Or elnen lebendes Individuum In der Beschrelbung soli daher 
nlcht beschrankend ausgelegt werden. 

Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren ist es moglich, auf ungefahrliche Weise ohne Zusatz von Chemikalien odar 
sonsllgen HIHsmitteln aus einem lebenden Organismus von Mensch und Tier transformierte Zellen fOr dlagnostische 
Zwecke zu gewinnen. 

Das erflndungsgemafle Verfahren bletet Insbesondere die folgenden Vbrtelle: 

• Die Gawinnung der translormierten Zellen ist fur den Organismus auBerst schonend durchfflhrbar, d.h. es komrnt 
zu kelner vermehrten Frelsefzung solcher Zellen in den Blutstrom. 

• Die oplimale Abstimmung der einzelnen Verfahrensschritte ermoglicht die Erzeugung polykJonaler oder monoklo- 
naler Antlkdrper In relatlv kurzer Zelt und urrter nledrkjen Kosten. 

• Die gewonnenen Antikorper 6ind individuumspezifisch, d.h. sie stellen fQr den betreffenden Organismus keine 
Fremdkorper dar. Es komrnt weder zu UnvertragltehkeltsreaktJon, noch werden die Arrtlkorper im Gegensatz zu 
anderen Fremdprotelnen GbermaBIg rasch abgebaut, wodurch Ihre Effizlenz wesentflch erhdfrt wlrd. 

• Die Antikorper Bind tumorspezifiBcri, d.h. sie erkennen mit hoher Selektivital die spezifischen Antkjene des 6pe- 
zlellen Tumors aus dem betreffenden Individuum, die Arrllgenerkennung fransformlerter Zellen aus anderen Indi- 
viduen ist jedoch nichl au6geschbssen. 
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• Die an die Antikorper gekoppalten pharmazeutischen Wirkslotfe entfalten ihre Aktivrtat nich! unspazifisch Qberden 
Organismus verteilt, sondern im wesentlichen nuram gewunschten Wirkort (celltargeling); unerwunschte Neben- 
wirkungen warden somit weitgehend varmiedan. 

• Das aus den Antikorpern hergeslellte Arzneimitlel kann nichl nur gegen im Blutstrom zirkullerende transform ierte 
s Zeiian, Bondern auch zur Bekamprung das Primariumors una eventueii bereiis gabiideter Meiastasen eingasetzt 

werden. 

• Das aus den Antikorpern hergestellte Arzneimitlel wird aus korpereigenen Resourcen gewonnen, das Risiko von 
Framdinlektionen, z.B. durch Hepatitis odar AIDS, ist ausgeschlossen. 

• Die Gewinnung der 1ur den individuellen Patienten tumorspezifischen Antikorper gelingt mil einem vertretbaren 
10 Aufwand, so dafi diass nicht nur zur Herstellung patienlanspezifischar Arzneimittel, sondern auch fur Fruherken- 

nung, Diagnostik Oder Nachbehandlung nach operativen Eingriflen elnsetzbar sind. 

• Die Varwandung der aus einem individuellen Organismus gewonnenen Antikorpar fur andare Organismen als den 
"Erzeugerorganismus" ist moglich. 

15 Die folgendsn Beispiele dienen der Illustration des erfindungsgemaBen Verfahrens. 

Material und Methoden 

1 . Benoligle Gerate 

1.1. Zellkultur: 

sterile Warkbank, C0 2 -lnkubator, Warmeschrank, Warmeplatte, Fluoreszenzmikroskop, PhasBnkontrastmi- 
kroskop, Zentrifuge lur variable Rotoren. Kuhlschranke (4,-20, -B0°C), flussiger Stickstoff, Autoklav 

1.2. ELISA: 

25 Microplattanphotomatar, Pipette, 8-Kanal 

1.3. Reinigung der monoklonalen Antikorper 
FPLC, HPLC 

1 4. Biochemische Analyse: 

lEF-Gerat, Midget System, Elektroblot. 2dim. Gelalektrophorese. Transformator 
30 1.5. Apherese-Vorrichtung: 

Haemonetics V50-1 (Latham-Bowl), Fassungsvermogen 120 ml, mit Bypass, Haemonetics Inc., USA. 

2. Reagenzien 

35 2.1. Gewebekultur: 

Medium RPMI 1640, fotales Kalberserum, L-Glutamin Na-Pyruvat, Phosphatpufferlosung (PBS), pH 7,0, 
20mM, HAT-Medium 

2.2. Monoklonale Antikorper 

Anti-CD 8, Anti-CD 25, Anti-IL-2, Anti-IFN gamma (alle erhaltlich von Fa. Serva) Rekombinantes IL-2, IL-4, 
IL-5, IL-6, IFN gamma (alle erhaltlich von Fa. Serva) Macrophagen-lnhibierendes-Peptid (Thr-Lys-Pro, Tuftsin- 
Fragment 1-3), (erhaltlich von Fa. Sigma) 

2.3. Zeiifusion: 

50% Polyethylenglycol 1500 in HEPES-Pufler, 75mM, (50% Gew/Vol). 
45 3. Verfahren 

3.1. Isolierung und Vermehrung von Krebszellen mit Hllle der Apherese: 

Untar Varwandung einer mit einem Bypass versehenen Haemonetics V50-Zentrrfuge wurdan bei zwei Pati- 
enten mit unter6chiedlichen Tumortypen (Prostatakarzinom, Melanom) nach dam vorstehend beschriebenen 
so Verfahren eine Zellfraktion aus jeweils 120 ml Blut gewonnen. 

Bei dan Patienlen war durch vorherige Operation das histologische Stadium bekannt. 
2,4-1 0 9 weifJe Blutzellen aus der Zelllraktion wurden in eln Rohrchen mil Zellkulturmedium (RPMI 1640) 
aufgenommen und wie tolgt untersucht. Die Zellsn wurden uber Nacht unter Standardbedingungen (37 ft C, 
5% CO a , 95% Luftfeuchtigkelt) kultiviert. Als Medium wurde RPM1 1640 mit 10% fbtalem Kalberserum unter 
ss Zusatz von B- und T-zellspezifischen Antikorpern (CD 8-, CD 25-, I L-2- und I FN gamma-spezif ische Antikorper) 

und Zugabe von Macrophagen-lnhibierandem-Peptid in dan lolgenden Konzentrationen verwendet: 
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AntUFN: Medium 


100ufl/500ml 


Anti-CD 25: Medium 


100pg/500ml 


Anti-CD 8: Medium 


1 mg/500ml 


Macrophag.-lnhib.-Peptid (MIP): Medium 


50mg/500ml 



Der Ansatz wurde aul Mlcrotlterplatten mil je 200.000 Zellen In 100 uJ pro Well vertelrt. Am vierten Tag 
nach Inokulation wurden die Zellen mil je 100 u.l Medium (ohne Antikorper- und MlP-Zusatz) gefOttert. Wahrend 
10 der gesamten Kulturzelt wurde standlg mtt 5% CCfe bel 37"C begast. Die Krebszellen waren nach Tellung ate 

Klone bereits nach vier Tagen im Phasenkontrastmikroskop gut sichtbar. 

Zur Kontrolle wurde derselbe Ansatz In Medium ohne Zusatz von Arrtlkorpem und Macrophagen-lnhible- 
rendem-Peptid ausplattiert, wobei die Krebszellen erst nach drei Wochen im Phasenkontrastmikroskop als 
Klone erkennbar waren. Ein Klon des Ansatzes mit zugegebenen Antikorpern und Macrophagen-lnhibieren- 
is dem-Peptld wurde errtnommen und vermehrl, bis elne Zellzahl von 10 8 erreichl war. Weltere Klone wurden 

vermehrt und eingefroren. 

3.2. Immunisierung: 

Die welSen Blutzellen muSlen dazu veranlaBt werden, Antikorper gegen krebszellspeziflsche Antigene zu 
>o sezemleren. Hierzu wurden bel elnem der PholophoresezyWen 10 9 weifle Blutzellen errtnommen, mit 10 8 

Krebszellen vereinigl und 4 Tage in 100 ml humanem heparin isiertem Plasma in Rollerkultur bei 37°C, 5% 
COs Inkubiert Durch Zugabe von IL-2, IL-4, IL-5, IL-6 und IFN gamma wurde die Reriung zu arrtlkorperbl Wen- 
den Zellen stimuliert. Die Konzentralionen betrugen jeweils 100p.g pro 100 ml Immunisierungsansatz. 

3.3. Zellfusion: 

, £ Die B-Lymphozyten wurden mit HiHe eines FACS von den ubrigen Zellen abgetrennl Einige Tage vor der 

Fusion wurden die menschlichen Myelomazellen (U266) in einer Zelldichte von 3*1 0 5 ZellBn/ml in der logarith- 
mischen Wachstumsphase geharten. Die Myelomazellen wurden glelchzeitlg mit den B-Lymphozyten geerntet 
und dreimal in PBS gewaschen. Es wurden vier Fusionsansatze vorbereitet, wobei jeweils 5*1 0 7 Myeloma- 
zellen mit 5*10 7 B-Lymphozyten zusammen zentrifuglert und anschlleflend mrt Jewells 1 ml 50% Polyethylen- 

0 glycol in HEPES fusioniert wurden. 

Hlerairf folgte die langsame Zugabe von 10ml RPMI 1640. Der Fuslonsansatz wurde In F1PMI 1640 ge- 
waschen, 2 Minuten bel 200-g bel RT zentrifuglert, in jeweils 50ml HAT-Medium autgenommen und zu Jeweils 
0.1 ml pro Well in 96-Well-Microtiterplatten ausgesat. Als Feederzellen wurden humane Macrophagen in einer 
Anzahl von 10 4 pro Well eingesetzt 

B 3.4. Screening: 

Der KulturOberstand der Hybrldomazellen wurde mit einem EUSA auf Arrtlk6rper geteslel. HlertOr wurde ein 
Zell-ELISA etabliert. Krebszellen wurden mit geBignelen Methoden an die Plastikoberflache dBr MicrotilBr- 
platten beschichlet, eventuall daran bindende Antikorper Qber einen zweiten Anlikorper detekliert 
ELISA 

0 Im ersten Screening nach der Fusion wurde nach Klonen gesucht, die Immunglobulin sezernieren. 

1 . Inkubation von KulturOberstand in Microtiterplatten zu je 100 uJ pro Well uber Nacht bei 4° C 

2. Dreimal waschen mit PBS 

3. Absattlgen mit Albumin oder Blotto, 2h, SPC 
5 4. Dreimal waschen mit PBS 

5. Inkubation mit speziflschen Arrtlkorpem gegen humanes Immunglobulin, 2h bei 37°C 

6. Inkubation mil einem enzymkonjugierten zweiten Antikorper (Peroxidase oder alkalische Phosphatase) 
1hbel37"C 

7. Entwickeln durch Zugabe von Substrat und Messung im Ablesegerat 

J 

Die positlven Klone werden nun auf krebszellspeziflsche Antikorper getestet. Hierzu wurde ein Zell-ELISA 
etabliert 

1. Herstellung einer Poly-L-Lysinlosung von 1mg/ml in dest. Was6er 
; 2. Inkubation der Microtiterplatten mit Poly-L-Lysin fur 15 Minuten 

3. Waschen mrt Wasser. Lagerung bel RT nach Trocknung 

4. Zweimal waschen der Zellen in Suspension in PBS, Zentrilugation bei 400^ 

5. Resuspendleren des Zellpellels In PBSzu 10 s Zellen pro ml. ElrrfOlten In die Microtiterplatten, Inkubation 
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10 min bei RT 
Fixierung: 

Jewells 200 uJ eines Aceton/Methanolgemisches (50/50 Vol.%) wurden In die Well9 der Microtiterplatten eln- 
s gefullt und 2 min bei RT inkubiert. AnschlieGsnd wurds sinmal mil PBS gswaschen. 

Die weileren Schrilte wurden wie belm ersten Screening ausgefuhrt. 

3.5. Biochemische Analyse: 

Monoklonale Antikorper wurden direkt aus dam KutturQberstand analysierl. Die Subklasssn der leichten und 
derschweren Kette wurden mit HDIe elnes Subklassenteslkrls im ELISA beslimmt. Mit Hilfe der isoelektrischen 
10 Fokussierung konnte die Monoklonalitat der Antikorper sichergestellt warden (Hoffmann et al., Human Gene- 

1ics, Springer Verlag, 1990, B4,1 37-146) 

3.6. Epitopscreening: 

Es wurden Krebszellen kultiviert, 10 7 Zellen wurden entnommen, dreimal mil PBS gewaschen und in zwei 
Fraktionen aufgelellt. Eine Fraktion wurde homogenislert und in der nativen Gelelektrophorese (pH 8,8, 9% 
15 Acrylamid im Trenngel und 3% Acrylamid im Sammelgel) analysiert, die andere wurde denaturiert (Hamsloff, 

SDS) und mrl der eindimenslonalen und zweidimenslonalen Gelelektrophorese (Waldinger et al., Electropho- 
resis, 19B6) aulgetrennt. Nach anschlieBendem Westemblot wurde mil dam Kulturuberstand detektierl. Die 
erkannle Bande bzw. der erkannte Spot wurde extrahiert und ansequenziert und so das tumorspezffische 
Antigen identrflziert Als Kontrolle wurden Proben anderer Gewebe und welBe Blutzellen verwendet (E. Har- 
lowe, D. Lane Antibodies, A Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory, 1988; D. Baron, U.Hartlaub, 
Humane monoklonale Antikorper, Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, New York 1987). 

4. Ergebnlsse 

In beiden Fallen (Prostatakarzinom, Melanom) waren bereits nach vier Tagen in ca. 30 % der Welle der Zellkul- 

25 turplatten Klone translormierter Zellen im Phasenkontrast sichtbar. 

Als Kontrolle diente die Zellfraktion eines Patienten mit einer nlcht-malignen Erkrankung (autoimmune Regulati- 
onsstorung dar Lymphozyten), bei dem die weiBen Blutkorperchen aus andaren Grunden auBerhalb das Korpers 
behandelt werden muBten. In dlesem Falle wurden keinerlei Zellteilungen lestgestellt. 

In analoger Weise wurden die folgenden transformierten Zellinien isoliert und hieraus Hybridomakulturen her- 

30 gestellt, die entsprechende Antikorper sezemierten: 

• Mammakarzinom 

• B-Zell-Lymphom 

• Bronchialkarzinom 

35 • Nleren-Adenokarzlnom 



Patentanspruche 

1. VerlahrenzurlsolierungundKultivierungvon imBlutstrom eines Individuumszirkullerenden transformierten Zellen, 
dadurch gekennzeichnel, daS dem Blut mit einer zur Auftrennung in die Blutbestandteile geeigneten Apherese- 
Vorrlchtung eine mil durch eLnen Primsrt-Jrnor ausgslcstsr; transformierten Zellen arigereicherte Zeinrakiion, die 
ggf. noch Leukozyten und/oder Lymphozyten enthalt, entnommen wird und daB die in der betreffenden Zellfraktion 
enthaltenen transformierten Zellen vermehrt werden, unter der Voraussetzung, daB es sich bei dem beanspruchten 
Verlahren nicht urn ein therapeutisches Verfahren handeft. 

2. Verlahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man zur Vermehrung der transformierten Zellen das Wachslum und/oder die Funklion der Lymphozyten und/ 
Oder Leukozyten, die ggf. in der mil den transformierten Zellen angereicherten Fraktion enthatten sind, inhiblert. 

3. Verlahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man zur Inhlbierung Macrophagen-lnhibierendes-Peptid, B-lymphozytenspezlfische und/oder T-zellenspezi- 
flsche Antikorper zuglbt. 



4. 



Verlahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 



Printed: 16-03-2006 



ODOCP 



99913314; 



EP 0 584 715 B1 

daB man die Lsukozyten und/oder Lymphozyten aus dar mil den transformierten Zellen angereicherten Fraktion 
durch eln Zellsortlng-Verfahren abtrennt. 

5. Verfahren nach elnem Oder mehreren dar AnsprOche 1 bis 4, 
s dadurch gekennzeichnet, 

daB man translormlerteZellen, ausgewahtt aus Mammakarzinom, B-Zell-Lymphom, Nleren-Adenokarzlnom, Bron- 
chlalkarzlnom, Proslatakarzlnom und Metanom Isollert und kultMert. 

6. Verwendungder nach elnem Verfahren nach elnem der AnsprOche 1 bis 5 Isollerten und kultlvlerlen transformierten 
w Zellen zur Herstellung individuumsspezifischer, gegen Tumorantigena gerichtater Anlikorper, wobei man B-Lym- 

phozyten mil den transformierten Zellen zur Produktlon von Arrilk6rpern, die gegen Tumorantlgene auf den trans- 
formierten Zellen gerichtet sind, stimuliert, die Btimulierten B-Lymphozylen immortalisiert, vermehrf und selektiert, 
und die Anlikorper aus der immortalisierten B-Lymphozytenkultur isoliert und reinigl, wobei man die B-Lymphozy- 
ten aus demsetoen Indivlduum, aus dem auch die transformierten Zellen Isoltert wurden, gewlnnt. 

1S 

7. Verwendung nach Anspruch 6, wobei man zur Immortallslerung die stlmullerten B-Lymphozyten mit einer spezi- 
esspezrfischBn Myelomakultur unter Erhalt einsr die Anlikorper produzierenden Hybridomazallinie fuBioniart und 
selektiert. 

20 3. Verwendung nach Anspruch 7, wobei man eine indrviduumsspezifische Hybridomazallinie, ausgewahll aus Mam- 
makarzlnomhybridom, B-Zell-Lymphomhybrtdom, Nleren-Adenokarzlnomhybrldom, Bronchlalkarzlnomhvbridom, 
Prostatakarzinomhybridom und Melanomhybridom, herBtelll. 

9. Verwendung nach Anspruch 6, wobei man die slimulierten B-Lymphozyten durch Transformation mit Epstein-Barr- 
25 Viren immortalisiert. 



Claims 

30 i. Process for the Isolation and culturing of transformed cells circulating in the bloodstream of an Individual, charac- 
terized In that a cell fraction enriched with transformed cells, which optionally still contains leucocytes andfor lym- 
phocytes, induced by a primary tumour is removed Irom the blood with an apheresis device suitable for separating 
it Into the blood constituents and In that 1he transformed cells contained In 1he cell fraction concerned are prolifer- 
ated, on condition lhat the claimed process is not a therapeutic process. 

35 

2. Process according to Claim 1 , characterized in that, for the proliferation of the transformed cells, Ihe growth and/ 
or the function of 1he lymphocytes and/or leucocytes which are optionally contained in the fraction enriched with 
the transformed cells are/is Inhibited. 

40 3. Process according to Claim 2, characterized in that, torthe inhibition, macrophage-inhtottlng peptide, B lymphocyte- 
specific and/or T cell-specific antibodies is/are added. 

4. Process according to Claim 2, characterized in that the leucocytes and/or lymphocytes are separated from the 
fraction enriched with the transformed cells by a cell-sorting process. 

45 

5. Process according to one or more of Claims 1 to 4, characterized in that transformed cells selected from the group 
consisting of breast carcinoma, B-cell lymphoma, kidney adenocarcinoma, bronchial carcinoma, prostate carcino- 
ma and melanoma are isolated and cultured. 

so 6. Use of the transformed cells Isolated and cultured by a process according to one ol Claims 1 to 5 for the production 
ol individual-specific antfaodies directed against tumour antigens, where B lymphocytes are stimulated with the 
transformed cells to produce antibodies which are directed against tumour antigens on Ihe transformed cells, the 
stimulated B lymphocytes are immortalized, proliferated and selected, and the antibodies are isolated from the 
Immortalized B- lymphocyte culture and purified, the B lymphocytes being obtained from the same Individual from 

ss which the transformed cells were Isolated. 

7. Use according to Claim 6, where, for Immortalization, the stimulated B lymphocytes are fused with a specles- 
specrfic myeloma culture with retention of a hybridoma cell line producing the antibodies and selected. 
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B. Use according to Claim 7, where an individual^specific hybridoma cell line selected from the group consisting of 
mammary carcinoma hybridoma, B-cell lymphoma hybridoma, kidney adenocarcinoma hybridoma, bronchial car- 
cinoma hybridoma, prostate carcinoma hybridoma and melanoma hybridoma is prepared. 

0. Use according to Claim 6, where the stimulated B lymphocytes are immortalized by iransformaiion wiih Epsiein- 
Barr viruses. 



Revendlcatlons 

1. Precede pour isoler et curtiver des cellules transformees clrculant dans le courant du flux sanguin d'un Indivldu, 
caracterise par le fait que I'on preleve du sang, a I'aide d'un dispositif a epheresa qui est approprie a separer des 
elements constitutifs ou composantes du sang, une fraction de cellules qui est enrichie avec des cellules trans- 
formees declenchees par une tumeur primaire, et qui contlent eventuellement encore des leucocytes et/ou des 
lymphocytes, et que les cellules Iransformees qui sont contenues dans ladrle fraction de cellule son! enrichies, 
sous la reserve que le procede revendique ne soil pas considers comme etant un procede therapeutique. 

2. Procede selon la revendication 1 , caractense par le fait que pour I'enrichissement des cellules transformees, on 
inhibe la croissance et/ou la fonction des lymphocytes et/ou des leucocytes qui sont eventuellement contenus 
dans les fractions enrichies en les cellules transtormes. 

3. Procede selon la revendication 2, caracterise par le fait que pour I'inhibTtion, on ajoute un peptide macrophage a 
action cfinhlbTtion, des anticorps specrfiques aux B-lymphocytes et/ou des anticorps specrfiques aux cellules T. 

4. Procede selon la revendication 3, caracterise par le fait que par un procede de triage des cellules, on separe les 
leucocytes et/ou les lymphocytes de la fraction qui a et6 enrichie en les cellules transformees. 

5. Procede selon I'une ou plusleurs des revendications 1 a 4, caracterise par le fait que Ton isole et cultive les cellules 
transformees choisies parmi le carcinomB mammaire, le lymphome de cellule B, Padenocarcinome du rein, le 
carclnome bronchial, le carcinome prostatlque et le melanome. 

6. Mise en oeuvre de cellules transformees, isolees et cultivees selon un procede tel qu'indique dans I'une des re- 
vendications 1 a 5, en vue de la preparation cfanticorps specifiques a I'individu et servant cfantigene tumoral, du 
type dans lequel on stimule des lymphocytes B avec les cellules transformees pour produire des anticorps sus- 
ceptibles cfagir comme antigene tumoral sur les cellules transformees, on immortalise, on murtiplie et on selec- 
tbnne les lymphocytes B stimules, lesdits anticorps etant isoles de la culture immortalises de lymphocytes B et 
slant nettoyes, alors que I'on obtient les lymphocytes B du meme individu duquel ont ete egalement isolees les 
cellules Iransformees. 

7. Mise en oeuvre selon la revendication 6, dans laquelle, pour r immortalisation, les lymphocytes B stimules sont 
fusionnes avec une culture de myelone specffique au genre el obtention d'une ligne de cellules hybrides qui pro- 
dulsent !ss anticorps, d cent cnsults Solsctionricss 

B. Mise en oeuvre selon la revendication 7, dans laquelle on prepare une ligne de cellules hybrides, specifique a 
I'individu, selectionnee parmi le carcinome hybride mammaire, le lymphe hybrlde des cellules B, Padenocarcinome 
hybride renal, le carcinome hybride bronchial, le carcinome hybride prostatique et I'hybride de melanome. 

9. Mise en oeuvre selon la revendication 6, dans laquelle on immortalise les lymphocytes B stimules par translor- 
mation avec des virus Epstein-Barr. 
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